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ECT2 is a new prognostic marker  
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IASLC/ATS/ERS : International Association for the Study of Lung Cancer/ American 
Thoracic Society/European Respiratory Society 
AIS : adenocarcinoma in situ 
MIS : minimally invasive adenocarcinoma 
LBAC : Localized bronchioloalveolar carcinoma 
CGH : Comparative Genomic Hybridization 
FWER : family wise error rate 
FDR : False discovery rate 
GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
DAB : 3,3’-Diaminobenzidine,tetrahydrochloride 
FISH : Fluorescence in situ hybridization 
DAPI : 4,6-diamidino-2-phenylindole 
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野口分類のType A、B 6例とType D、E 9例を用いてArray-CGHを行い、染色体異常 (ゲ
ノム増幅)の領域を特定した。その領域に含まれる遺伝子について、Array-CGHで使用した





伝子に対してゲノム増幅の程度を検証した。また、Quantitative Real-Time genomic PCR
によって得られたゲノム増幅の程度が、タンパク発現にどの程度相関しているのか、
Quantitative Real-Time genomic PCRの腫瘍/正常比がすべての遺伝子で<1.0だった20例と、





Ki-67 labeling indexやmitotic indexとの相関を検討した。さらに、国立がんセンター病院の





















































































上皮を置換して増殖する形態を持つ群は、Type A (Localized bronchioloalveolar 
carcinoma; LBAC, 限局した肺胞上皮癌)、Type B (LBAC with foci of collapse of alveolar 
structure, 腫瘍内に肺胞虚脱型の線維化巣を認める限局性肺胞上皮癌)、Type C (LBAC 
with foci of active fibroblastic proliferation, 腫瘍内に線維芽細胞の増生を伴う線維化巣を認
める限局性肺胞上皮癌)の3タイプに分類される。一方、肺胞上皮非置換型の群は、Type D 
(Poorly differentiated adenocarcinoma, 充実破壊性に増殖する充実型腺癌)、Type E 
(Tubular adenocarcinoma, 管状腺癌)、Type F (Papillary adenocarcinoma with a 
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 近年、IASLC/ATS/ERS (International Association for the Study of Lung Cancer)より、肺
腺癌における新しい腺癌分類が提唱された(24,25)。(表2、p.71) この分類の中で肺腺癌は上
皮内腺癌 (adenocarcinoma in situ, AIS)、 微尐浸潤癌 (minimally invasive 







































































は、Type A、B 6例、Type D、E 9例である。(表5、p.74) これらの症例については、全
て術前に書面における包括同意を得ている。また、今回Array-CGHに使用した症例は筑波
大学医の倫理審査委員会で承認を受けた。 
Array-CGHの概略を図3 (p.53)に示す。野口分類のType A、B 6例とType D、E 9例につい 
て、メタノール固定検体の正常部と腫瘍部からLM-200 laser-capture microdissection 









るシグナル比の閾値はAnalysis software ACUE2 (Mitsui Knowledge Industry, Tokyo, Japan) 
のGaussian Mixture法を用いて決定した(29)。 
 
4.2. Quantitative Real-time genomic PCR 





























出した。Quantitative Real-time  genomic PCRは、 インターカレーター法でSYBR Premix 
Ex Taq (Perfect Real Time; Takara Bio, Tokyo, Japan)を使用し、ABI 7300 Sequence 

















アルコールにて脱パラフィン、脱キシレン後、再水和し、1 x tris-EDTA; TE buffer (10mM 
tris-HCl pH 8, 1mM ethylenediaminetetraacetic acid)を用いて105℃、15分の条件で抗原の
賦活化を行った。内因性のペルオキシダーゼのブロックのため、Dako REALTM 
Peroxidase-Blocking Solution (Dako, Copenhagen, Denmark)を室温で5分間反応させたの
ち、ECT2 (1:200, catalog no. 07-1364, MILLIPORE)、EIF5A2 (1:100, catalog no. 
17 
 
HPA029090, SIGMA)、PIK3CA (1:400, C73F8, Cell Signaling Technology)、TNFSF10 
(1:50, catalog no. sc-6079, Santa Cruz)を加え、室温で30分間反応させた。Ki-67は、10%
ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックより、3μmの切片を作製後、キシレン、アルコー




 Peroxidase-Blocking Solution (Dako, Copenhagen, Denmark)を室温で5分間
反応させたのち、Ki-67 (1:100, MIB-1, Dako, Glostrup, Denmark)を加え、室温で30分間反
応させた。使用した一次抗体について、その抗体名、クローン名、販売メーカー、抗原賦
活化方法、および希釈倍率を表11 (p.80) に示す。 
二次抗体として、ECT2、EIF5A2、PIK3CA、Ki-67については、ポリマー法による増感
作用を利用したEnvision+Dual Link System-HRP (Dako)を室温で30分反応させた。
TNFSF10については、同じくポリマー法による増感作用を利用したHistofine Simple Stain 











ECT2の評価は、伊豫田らの方法を参考にし、最も核が染色されている領域 (hot spot) 
における腫瘍細胞1000個あたりの陽性細胞数を算出し評価した(35)。陰性コントロールは肺
胞上皮細胞とした。ECT2のスコアは陽性細胞を腫瘍細胞1000個で除した割合で表した。 
それぞれの抗体の染色性を図6 (p.56) に示す。 
Ki-67の評価方法は、ECT2と同じく、最も核が染色されている領域 (hot spot) における
腫瘍細胞1000個あたりの陽性細胞数を算出し評価した (labeling index)。Mitotic indexの評
価方法は、高倍率視野(400倍)で、10視野中の核分裂細胞数を計測し、値を算出した。 
 
4.4. Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
 ECT2においてQuantitative Real-Time genomic PCRで高増幅が認められ、免疫組織化学
染色においても高発現が認められた3例について、FISHを用いてその増幅を検証した。用
いたプローブは、ECT2(TexRed)/CEN3q(FITC)カクテルプローブで、GSP研究所(神奈川)
に作製を依頼した。プローブの配置設計図を図7 (p.57) に示す。 
10%ホルマリン固定後パラフィン包埋ブロックより、5μmに薄切し、脱パラフィン、脱




上でprobeを10μL添加し、ThermoBriteTM (Abbott Molecular, IL, USA) を用いて75 °Cで 5







4.5. 10K-SNP array 
 国立がんセンター病院で1993～2000年までに切除されたType A、B 14例とType C、D 
50例を用いて10K-SNP array解析を行った。使用した症例の内訳を表12に示す。(p.81) 
GeneChip Human Mapping 10K-SNP arrayを用いて、ECT2の遺伝子増幅について検討し
た。腫瘍細胞よりDNAを抽出後、Whole genome amplificationを行い、DNA量を20μgまで
増幅させた。その後、DNAを断片化し、蛍光色素で標識した後GeneChip Human Mapping 
10K-SNP arrayにハイブリダイズさせた。Copy Number Analyzer for Affymetrix GeneChip 









ECT2 (ORF内)と219787_s_at ECT2 (3’ UTR上)のプローブセットを用いた(36)。(表14、
p.83) また、この2つのプローブセットはそれぞれECT2遺伝子の全てのvariants (1-3)を認
識している。ECT2のvariantsに関して表15 (p.84)、ECT2タンパクの構造について図8(A)、 
(B) (p.58)に示す(37)。発現解析はAffymetrix U133 Plus 2.0 arrayを用いて行った。 
 
4.7. 相関分析 





 hierarchical clustering analysis は、Impressionist (Gene Data, Basel, Switzerland)と











ため、擬陽性率のコントロールが必要となる。今回はFWER: family wise error rate 




ECT2の免疫組織化学染色における発現解析での統計解析は、SPSS 11.5J software 






での10k-SNP arrayのデータは、Fisher’s exact test を用いて有意差検定を行った。また、





























 Z検定の結果を表17 (p.86) に示す。Z値が大きいほど2群間の差が大きく、正の場合は
Type A、B群で発現が高く、負の場合はType D、E群で発現が高いことを示す。FWER・









野口分類Type A、BおよびType D、Eの発現差解析結果を表21 (p.90) に示す。FWER・
FDR それぞれにおける1％・5％基準を超える発現差を有する遺伝子数を表22 (p.91) に示
す。それに対応するヒートマップを図9 (p.59) に示す。Z検定を用いた検討でも、野口分





5.2. 初期肺腺癌におけるQuantitative Real-Time genomic PCRの結果とArray-CGHの結果
の再現性について 
ECT2、EIF5A2、EVI1、PIK3CA、TNFSF10、SKIL、MUC4の7遺伝子について、Type 
A、B 15例(うちArray-CGHに使用した6例含む)、Type D、E 17例(うちArray-CGHに使用し






















る程度の相関傾向を示していた。相関係数は、ECT2ではr = 0.40、EIF5A2ではr = 0.18、







 FISHを行い、ECT2の遺伝子増幅を検証した。症例Aでは、ECT2:891/CEN3q:336 = 
2.65、症例Bでは、ECT2:611/CEN3q:433 = 1.41、症例Cでは、ECT2:530/CEN3q:261 = 
2.03であった。(図13 、p.63) 3例中2例では、ECT2/CEN3q比が2以上であり、増幅が認
められた。また、症例Bにおいても、ECT2のシグナルがCEN3qのシグナルに比して増えて
おり、polysomyの状態である事を確認した。これにより、Quantitative Real-time genomic 
PCRで得られたECT2の増幅が真実である事が証明された。 
 
5.6. 免疫組織化学染色を用いたECT2の発現とKi-67 labeling index、mitotic indexとの関
連 
 66例の浸潤性肺腺癌を用いてECT2の発現とKi-67の labeling Index、mitotic indexとの関
連を検討した。ECT2とKi-67は同様の染色態度を示した。(図14、p.64) ECT2の染色スコ
アとKi-67 labeling Indexの相関を検討すると、r = 0.76と強い相関を示した。(図15 (A) 、
p.65) また、mitotic indexに関しても同様に相関を検討すると、r = 0.87と強い相関を示し









ろ、5年間の全生存率 (OS: Overall survival)、無病生存期間 (DFS: Disease free survival)
はそれぞれp = 0.0096、p = 0.019でともに有意差を認めた。(図16(A)、図16(B) 、p.66) さ
らに、ECT2の高発現群と低発現群において、単変量解析を行ったところ、リンパ節転移
(N因子、p = 0.003)、病理病期 (pStage、p = 0.022)、血管侵襲(V、p = 0.004)、組織亜型
(lepidic/solid/acinar/papillary、p = 0.0001)において、有意差を認めた。(表23 (A)、p.92) 
また、多変量解析では、また、多変量解析では、腫瘍径(<3cm vs >3cm、p = 0.037)と組織









Meier法を用いて生存分析を行ったところ、5年間の無病生存期間 (DFS: Disease free 





5.8. 国立がんセンター病院の症例における10K-SNP arrayでのECT2の増幅 
Array-CGHとQuantitative Real-time genomic PCRの結果を検証するために、小型肺腺癌
64例を用いて、GeneChip Human Mapping 10K-SNP arrayを行い、ECT2の遺伝子増幅に
ついて検討した。64例中13例 (20%) において増幅が認められた。増幅が認められたのは、
すべて初期浸潤癌 (Type C、D)であり、非浸潤癌 (Type A、B)の症例では1例も増幅症例
は認められなかった。(表25(A) 、p.94) この結果によって、ECT2が非浸潤癌 (Type A、
B)で増幅を認めず、初期浸潤癌 (Type D、E)で増幅を認めたArray-CGHとQuantitative 
Real-time genomic PCRの結果が検証された。 
 








期間(RFS: Replace free survival)ともに最小のp値となった。ECT2高発現群は、

























るために、非浸潤癌 (Type A、B)と初期浸潤癌 (Type D、E)でのゲノムのコピー数異常を
比較し、Type A、Bに比べてType D、Eでは3qに有意に増幅している領域を認めた。3qの
中で最も増幅を認めた領域は3q26領域であった。今回研究の対象とした3q26領域に含まれ
ているPhosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha (PIK3CA) 
(39)、Ecotropic viral integration site 1 (EVI1) (40)、Eukaryotic translation initiation factor 5A2 
(EIF5A2)
 (41)、SKI-like oncogene (SKIL) (42)、TNFSF10 tumor necrosis factor (ligand) 
superfamily, member 10 (TNFSF10)















































高い状態を保っていることで、ECT2と Ki-67 labeling index、mitotic index が相関したと考
えられる。また、Ki-67 labeling index や mitotic index はがんにおいて頻繁に用いられる予
後予測マーカーであるが、これら2つの指標の高スコア原因として、ECT2の過剰発現が示
唆された。 

































































確認した。さらに、浸潤性肺腺癌においてECT2の発現とKi-67 labeling index、mitotic 
index、予後との関連を検討し、さらに小型肺腺癌においても予後との関連を検証した。
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図 5 インターカレーター法によるQuantitative Real-time genomic PCRの原理 



















































(A) ECT2タンパクはisoform aとisoform bの二量体を構成している 
(B) ECT2タンパクの模式図 
N, Amino-terminal region; XRCC1, X-ray repair complementing defective repair in Chinese 
hamster cells 1 domain; Cyclin B6, cyclin B6-like domain; BRCT, BRCA1 C-terminal 
domain; S, small central region; NLS, nuclear localization sequence; DH, Dbl-homology 
domain; PH, pleckstrin-homology domain; C, Carboxyl-terminal region. 
ECT2がグアニンヌクレオチド亣換因子をコードし、細胞分裂に関与している領域はDHで
ある。 















図10 Type A、B15例、Type D、E17例を対象に quantitative real-time genomic PCRを行
った。全ての遺伝子において、Types D,Eで1.5以上(Tumor/Normal)の増幅を認めたが、

















図11  肺癌症例101例を対象にし、PIK3CA, ECT2, EIF5A2, TNFSF10に対してquantitative 
real-time genomic PCRを行った。それぞれの遺伝子で、約10例の増幅(<1.5)症例が見つか

















図12  Quantitative real-time genomic PCRにて<1.5の増幅があった症例と、>1.0の症例の



















































































図16  免疫組織化学染色を用いたECT2高発現における予後解析 



























図17  小型肺腺癌51例における免疫組織化学染色を用いたECT2高発現における予後解析 










































































































































































































































































































































































































































表25  国立がんセンター症例におけるECT2の増幅、発現解析 
 
 
 
